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Summary 
1n the dioecious plant Melandrium album， ithas been reported that al plants regenerated 
from tissue cultures were of female s日xphenotypes. To elucidate female plant regeneration， we 
examined adventitious bud diHerentiation from leaf explants of male and female plants. 
Adventitious buds can be induced from both of f巴maleand male plants， when the explants were 
cultured on the medium contained cytokinin tog巴therwith auxin transport inhibitor， 2， 3， 5 
triiodobenzoic acid (TIBA) or auxin antagonist， 2， 4， 6..trichloro-phenoxyacetic acid. The 
adventitious bud induction from female explants was inhibited by indoleacetic acid (IAA) even 
when cytokinin and TIBA were added to the medium. The results suggested that adventitious bud 
differentiation in M. album was suppressed by high lev巴lsof endogenous 1AA， and that 1AA levels 
in male plants was higher than f日mal日plants.High levels of IAA content was due to either a high 
production of 1AA or because the degradation of 1AA was low. We have pr巴viouslydemonstrated 
that isozyme patterns of peroxidase in male plant proteins was different from female plant 
proteins， with male plants displaying 2-times more peroxidase isozymes than female plants. 1AA 
oxidase， 1AA degrading enzyme， was thought to be one of peroxidases. So， w巴predictedthe 
possibility that the activity of IAA oxidase in female leaves might be higher than male leaves. 
Indeed， th巴endogenouscontents of IAA was about 50 ng per g fresh weight in male， and less than 
20 ng per g fresh weight in f巴male. When IAA samples from male plants was incubated with 
protein preparation， the 1AA cont日ntwas gradually d巴creased.However， th己IAAcontent was 
decreased to half when the sam巴1AAsamples was incubated with a female protein preparation. 
1n conclusion， female plants of M.αlbum expressed larger amounts of 1AA oxidase which degrad 
the endogenous 1AA so that adventitious buds can be induced readily. Conversely， inmale plants， 
lower levels of IAA oxidase may be expressed resulting in higher levels of 1AA so that adventi. 
tious buds can not be induc巴d.
Key words: Adventitious bud diffεrentiation， anti-auxin， 1AA oxidasε， Melandrium album. 
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緒言
植物の生活環において，受粉/受精から種子形成に至る過程は，種を維持していくという
味できわめて重要である.また，イネ，ムギ，夕、イズ， トウモロコシ等の種子は，人間の食糧
あるいは家畜の飼料として用いられており，種子形成という現象に関心が向けられている.受
粉/受精という生殖過程において，雄性器官と雌性器官の分化，すなわち性分化については，
自家不和合性や雄性不稔性等，農業的に利用しうる現象も多い.
植物の種々の生理現象については，近年分子生物学的な解析が進められている.しかしなが
ら，高等植物の性分化に関する研究は非常に遅れていると云わざるを得ない.その原閣の一つ
に，実験に適した植物が少ないことがあげられる.唯一の例外はシロイヌナズナであり，変異
を誘発しやすいことや，ゲノムサイズが小さいこと等の理由で，栄養成長器官，雄性器官，雌
性器官に関する変異体が得られ，遺信子レベルでの解析が進められている 1) しかしながらシロ
イヌナズナで得られた知見は変異に基づくものであり，かならずしも全ての植物に適用できる
ものではない.そのような意味で近年注目を集めている植物に離雄異株植物がある.
j雄雄異株植物の性決定が特定の遺伝子によって支配されていることを証明するような結果は
まだ得られていない.例えばホウレンソウは雌雄奨株植物であるが，性決定遺伝子は常染色体
上に存在するという説2)と，性染色体に存在するという説3，4)があり，さらに異型対染色体があた
かも性染色体と同じ作用を示すという結果5)も得られている.このように繁雑な性決定を行う
植物はモデル植物としては非常に利用しにくい.従ってより単純に性が決定されるようなタイ
プの雌雄異株植物が求められている.
メランドリウム (Mel仰 driumalbumまたは Silenelat約lia)はXとYの性染色体を持ち，
xxで離， XYで雄となる64)，また， Y染色体上に雄性決定遺伝子が存在するとされてい
るト叫.従って， Y染色体を構成する DNA断片から遺伝子を単離することによって，雄性決定
遺伝子を単離することが可能である.我々はこの観点から，雌雄株から単離した DNAに対し
て， RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA)分析を行い，雄特異的な数種の RAPD
断片を得ている 13) 同様な RAPD断片等は他の研究者によっても報告されている 14，15) 我々は
現在それらの RAPD断片をプロープに用いて，雄株のゲノム DNAライブラリーを検索中であ
る.
ところで，遺伝子レベルでの検討以外にも性決定機構に対するアプローチを行う方法がある.
メランドリウムの蔚あるいはプロトプラスト培養による植物体再生は比較的容易である.しか
しながら，花粉から不定肢を経由して再生した植物は雌株のみであり 1ヘプロトプラストからの
再生個体も雌株であった川.このことについては，X染色体上に脹形成誘導遺伝子が存在すると
いう説18)も提唱されているが，プロトプラストからの再生は不定芽分化を経由しており 1九粧形
成に関与する遺伝子の存在については疑問が持たれる.
高等植物の不定器官分化は植物ホルモンであるサイトカイニンとオーキシンによって制御さ
れていると考えられているlへ例えば，トレニアの茎切片において，不定芽分化はサイトカイニ
ンによって誘導され，抗オーキシン剤によって促進される.また，不定根分化はオーキシンに
よって誘導され，抗サイトカイニン剤によって促進される叫.この結果は不定器官分化について
検討する場合に，内生のサイトカイニンやオーキシンについても考躍する必要があることを示
唆している.この実験で用いた抗オーキシン剤は，オーキシンの移動阻害剤である TIBA(2，3，
5-triiodobenzoic acid) とオーキシン受容蛋白費に対する拍抗組害剤である 2，4，6-T(2，4，6 
trichlorophenoxyacetic acid)であり，抗サイトカイニンはサイトカイニン受容蛋白質に対す
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る括抗阻害剤である 4-cyclobutylamino-2-methylpyrrolo[2， 3-d] pyrimidineである.
メランドリウムにおいて，再生個体が常に雌株であるという事実には，内生ホルモンが関与
しているのではないかとも考えられる.そこで我々は特にオーキシンに注目し，培地に添加し
たTIBAや2，4， 6-T等の抗オーキシンの効果や内生オーキシンレベルについて解析すること
で，雌雄の性決定にも関与すると思われる植物体再生について検討した.
材料と方法
1 .槌物材料
メランドリウム (Melandriumalbum Grack，シノニム ;Silene lat紛liaPoiret)は佐賀大
学農学部開場で栽堵し，種子を得た.播種後6ヶ月の植物体から根端を採取し， 2m抗 8-hydrox-
yquinoline溶液中に 2時間浸潰した.その後根端を酢酸:エチルアルコール(1: 3)搭液で
40C24時間処理し，次いで1N塩酸:45%酢酸 (2: 1)溶液で600C15秒間処理後，酢酸カー
ミン(1%カーミン， 45%酢酸)で染色した.これを押しつぶ、し法により染色体標本を作成し，
光学顕微鏡で観察した.メランドリウムの性染色体は Y染色体が最も大きし次いでX染色体
が大きいためへ染色体観察により離雄を判定することが容易である.
2.不定芽分化
雄及び雌株の葉を採取し，アンチホルミン溶液(有効塩素濃度3%)で20分間滅菌した.こ
れを滅菌水で洗浄し，クリーンベンチ内で滅菌したコルクボーラーを用いて直径 1cmの葉切片
を作成した.
基本培地には MurashigeとSkoogの培地21) (MS培地)を用い， 3 %ショ精及び0.3%
Gelriteを添加した.さらに各種濃度のベンジルアデニン (BA)，インドール酢駿(IAA)，2，3， 
5-triiodobenzoic acid (TIBA) ， 2， 4， 6-trichlorophenoxyacetic acid (2， 4， 6-T)を単独ある
いは組み合わせて添加した.IAAのみはオートクレーブ後の培地にフィノレター滅菌して加え，
他の物質は培地に添加後オートクレーブにより滅菌した.
培養物は25土 20C，長田条件下 (16時間明期/8時間暗期)，光量100μM.m-2・S-1とした.
培養4週間後に不定芽分化を肉眼で観察した.培養は 1設定区当り少なくとも12個の外植片を
用い，同ーの実験を 3回繰り返して諜準偏差を計算した.
3 .内生 IAAの定量
雄株及び雌株の葉各2gを採取し，液体窒素中で粉砕し，ブチ/レ化ハイドロキシトノレエンを
o .1mg/lの濃度で添加した80%メチルアルコールを粉末に加え， 40Cで3時間暗所で静置した.
これを減圧乾圏し，蒸留水で溶解した.それらの試料は酢酸でpH2.5にした後， Sep-pak C-18 
cartridgeに吸着させ， 50%メチルアルコールで溶出した.これを減圧乾囲し，蒸留水に溶解し
た.蛋自質溶液による IAA含量に対する影響を調べる場合には，雄株葉からの試料に雄及び!雄
株からの蛋白質溶液(蛋白質量30μ却を加え室温で4時開放置した.それらの試料をジクロロ
メタンで3四分配し，ジクロロメタン層を乾|習し， 80%メチルアルコールに溶解した.IAAの
はHPLCを用いて行った.TRIROTOR HPLC (日本分光)， Nucleosil N (CH3) 2カラム
を用い， 80%メチルアルコールで溶出し， 280nmの吸光度を測定した.試料のピーク面積をオ
ーセンティックな IAAのそれと比較することによって IAA量を算定した.
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結果と考察
1 .植物ホルモン及び拭オーキシン淘jによる不定芽分化の誘導
一般的に器官切片からの不定芽分化はサイトカイニンにより誘導されることが知られてい
る19，20，23，2ぺそこでまず，サイトカイニンとして BAを用い，さらに抗オーキシン剤として TIBA
を用いて雄株及びl雄株の葉切片を培養した.Fig.lに示したように，雌株からの葉切片では，
BAの添加によって不定芽が誘導された.さらに同時に添加した TIBAは不定芽形成率を上昇
させた.最も有効であったのは.BAl，uMにTIBAを1μM添加した場合で， 60%以上の外植片
から不定芽が分化した.また，BA無添加の場合にも TIBAIOμMによって少数ながら不定芽が
誘導された.雄株からの葉切片の場合には離株からの葉切片と比べて不定芽分化反応は弱かっ
たが.BAとTIBAの向時添加によって不定芽が誘導された.BAl，uMにTIBAを10μM添加
した場合には， 20%弱の外植片から不定芽が分化した.そこで，比較的高い不定芽分化反応を
示した離株の葉切片を用いて，オーキシンの効果について調べた.BA1，uMにTIBAをいM添
加した培地にさらにIAAを各種の濃度で添加した.その結果，IAAの添加は顕著に不定芽分化
を阻害した (Fig.2). 
次にオ…キシン受容蛋白質に対する詰抗阻答剤である 2，4，6-Tの影響について調べた.雌株
の葉切片においては， Fig.3に示したように.2，4， 6-TはTIBA同様BAによる不定芽分化を
捉進した.間様の結果は雄株の葉切片の場合にも認められた (Fig.4). 
これらの結果は，メランドリウムでは内生オーキシン(IAA)含量が高いために不定芽分化
が抑制されているのではないかという可能性及び雄株は雌株よりも IAA内生震が高いという
可能性を示唆するものである.
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IAA含量が高いということは， IAAの合成量が多い，あるいは IAAの分解量が少ないとい
う二つの可能性を暗示するものである.IAAの合成章の測定は，ラジオアイソトープで標識さ
れた IAA前駆体のトリプトファンを箆用ずることである程度は可能で、あるが，厳密な意味での
合成量を確定することは困難である.一方IAAの分解はIAAoxidaseによるものであり，IAA
oxidaseはある種の peroxidaseと考えられており21蛋白質を電気泳動して peroxidaseの活
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Concentration (1O-6M) 
Effects of benzylad巴nine(BA) and 2， 4， 6-trichlorophenoxyacetic acid (2， 4， 
6-T) on adventitious bud difおrentiationin leaf sεgments from male plants of 
M. album 
性染色を行うことによりある程度の推測を行うことができる.そこで，我々は雄株及び雌株の
葉から蛋白質を抽出し， native-PAGEにかけ， peroxidaseの活性染色を行った.その結果川，
雌株の葉と雄株の葉では peroxidaseのアイソザイムパターンは全く異なっていた.また，
泳動にかけた蛋白質量は雄株葉が100μgであり雌株葉が50μgであったにもかかわらず，ほぽ同
じ濃さのバンドであった.こうした結果から雄株と雌株では peroxidaseのアイソザイムが全
く異なること，雌株は雄株よりも多量の peroxidaseをふくんでいること，の 2点が明らかとな
った.peroxidaseとIAAoxidaseとを全く同一に論じることはできないが，活性染色によって
染色される peroxidaseのアイソザイムには IAAoxidaseが含まれていることから，雌株では
雄株よりも IAAoxidaseが多いという可能性が示唆されたといえる.
2.雄株及び雌株の内生 IAAの定量
以上の検討結果から，雄株は雌株よりも内生IAA含量が多いという可能性が示唆された.そ
こで，そのことを確認するために IAAの定量を行った.定量の結果，雄株はg新鮮重当り約50
ngのIAAを含んで、おり，雌株はg新鮮重当り20ng以下であった (Fig.5). 
もし， 1雄株には雄株よりも IAAoxidaseが多いために IAA含量が低くなっているとすれば，
雄株からの IAA試料を蛋白質試料とインキユベートすることにより IAA含量は低下する筈で
ある e そのことを確認するために，雄株からの IAA試料を雌株及び雄株からの蛋白質試料と共
に4時間インキユベートした後に IAA含量を鶴定した.その結果(Fig.5)，雄株からの蛋白質
試料とインキュベートした場合には IAA含量はわずかに減少したのみであったが，1雄株からの
蛋白質試料とインキュベートすることにより，インキュベートしない場合のほぼ半量まで減少
した.
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要
雌雄異株植物であるメランドリウムでは組織培養による再生個体は常に雌株のみであると報
されている.その原因を明らかにするために不定芽分化について検討した.オーキシン(IAA)
の移動限害剤である 2，3， 5-triiodobenzoic acid (TIBA) あるいはオーキシン受容蛋白質に対
する措抗阻害剤である 2，4， 6-trichlorophenoxyacetic acidをサイトカイニンとともに添加し
た培地で培養すると，雌株の葉切片ばかりでなく，雄株の葉切片からも不定芽分化を誘導する
ことができた.サイトカイニンと TIBAによる雌株葉切片からの不定芽分化は伺時に IAAを
添加することによって阻害された.この結果から，メランドリウムでは内生IAA含量が高いた
めに不定芽分化が抑制されているのではないかという可能性及び雄株は雌株よりも IAA内生
量が高いという可能性が示唆された.IAA含量が高いということは， IAAの合成量が多いか
IAAの分解量が少ないかのいずれかによる.IAAの分解酵素である IAAoxidaseはある種の
peroxidaseと考えられている.我々は先に雄株及び雌株の葉から蛋白質を抽出し， peroxidase 
のアイソザイム分析を行うと，雌株の葉と雄株の葉では peroxidaseのアイソザイムパターン
が全く異なっており，電気泳動にかけた蛋白質量は雄株葉が雌株葉の倍であったにもかかわら
ず，ほぽ同じ濃さのバンドであったという結果を得ている.活性染色によって染色される p町田
oxidaseのアイソザ、イムには IAAoxidaseが含まれていることから，雌株では雄株よりも IAA
oxidaseが多いという可能性が示唆された.さらに内生IAA定量の結果雄株は 1g新鮮重当り
約50ngのIAAを含んでおり，雌株は 1g新鮮重当り20ng以下であった.また，雄株からの
IAA試料を雌株及び雄株からの蛋白質試料と共にインキュベートした後に IAA含量を測定し
た結果，雄株からの蛋白質試料とインキュベートした場合には IAA含量はわずかに減少したの
みであったが，雌株からの蛋白質試料とインキュベートすることにより，インキュベートしな
い場合のほぼ半量まで減少した.以上の結果，メランドリウムの雌株は IAAoxidaseが多いた
f高
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めに IAAが分解されて不定芽が分化し易くなり，一方雄株では IAAoxidaseが少ないために
IAA含量が高心不定芽が分化しにくいという結論が得られた.
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